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論文内容要旨
                研究目的
 ヒトの腎障害に際 しておこる腎尿細管上皮細胞の増殖機構とその生理学的意義は未だ明 らかに
 されていない。 私は近年、 細胞の炎症や障害に関わる物質として注目され, かっ, 種々の実験系
 において細胞増殖刺激作用が報告されているリン脂質である Lysophosphatidic acid (LPA) に
 着目 し, ヒトの尿中より採取培養 した近位尿細管上皮細胞に対する増殖作用を検討した。
                研究方法
 ヒ ト尿 中より採取 した落下尿細 管上皮細胞か ら分離培養 した近位尿細管上皮細胞を初代培養に
 供し実験に使用した。 細胞周期の静止期に同調させた細胞を LPA を用いて刺激 し, 細胞増殖に
 対する促進作用を細胞数の計測と [3H] thymidine 取込みによる DNA 合成を指標として定量 し,
 更に, この過程における phosphatidylinosito1 3-kinase (PI3K) の関与について PI3K 阻害剤で
 ある wortmannin を用いて検討した。 増殖に関与することが予測される G、 蛋白共役型受容体の
 解析の為には, 刺激後に起こる細胞内 cAMP 含量の低下を EIA 法を用いて定量 し, 増殖促進作
 用および細胞内 cAMP 含量の低下における Gi蛋白阻害剤である百日咳毒素 (Perutussis toxin,
 PTX) の感受性も測定した。 ヒト近位尿細管上皮細胞に発現が予測される LPA 受容体サブタイ
 プの解析の為には, ク・一 ン化した細胞か ら抽出 した total RNA を用いた RT-PCR 法を使用し
 た。
                研究結果
 初代培養ヒト近位尿細管上皮細胞を 0.5%血清存在下において LPA を用いて刺激したところ,
 LPA は 30μM を ピークと して DNA 合成促進作用 と細胞増殖促進作用 を示した。 LPA 刺激に際
 して細胞内 cAMP 含量は有意に低下しており, また, LPA による増殖促進作用及び細胞内
 cAMP 含量の低下のいずれも, G・蛋白阻害剤である PTX により有意に抑制された。 一方, PI3K
 阻害剤である wortmannin は LPA の DNA 合成促進作用, 及び細胞内 cAMP 含量の低下のいず
 れをも抑制しなかった。 更に, RT-PCR 法を用いてヒト近位尿細管上皮細胞における LPA 受容
 体の存在を検討したところ, そのサブタイ プのひとつである Endothelial diffemtiation gene
 (Edg)一2 の発現が大量に認められたが, 一方, Edg-4 の発現は痕跡程度しか認められず, 更に
 Edg-7 の発現 は認め られなかった。
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               結論
 LPAはG,蛋白共役型受容体である LPA 受容体, Edg-2, を介して, 細胞内 cAMP 含量を低
 ドさせることにより, ヒト近位尿細管上皮細胞に細胞増殖促進作用をもた らすことが示され, 更
 に、 その際に動員される細胞内情報伝達系は PI3K を介するものではない可能性が考えられた。
             研究の意義。独創的な点
 これまで不明であったヒト近位尿細管上皮細胞に対する増殖因子として, 障害を受けた細胞そ
 ∂ものが産生・放出する LPA というリン脂質が関与 している可能性を示すことができた。
 また, ヒトの尿細管上皮細胞を用いた研究は, その材料入手の困難さもあってあまりなされて
 いない。 私の研究では, 非侵襲的に採取可能なヒト尿から採取培養した近位尿細管上皮細胞を用
 い, その増殖機構を解析することができた。 尿中落下尿細管上皮細胞培養系は今後ヒトの腎尿細
 管漢意の解析をするための実験系として, 極めて有用であることを示すことができた。
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 審査結果の要旨
 ヒ トの腎障害に際 しておこる腎尿細管上皮細胞の増殖機構とその生理学的意義は未だ明 らかに
 されていない。 近年細胞の炎症や障害に関わる物質と して注目され, かつ種々の実験系において
 細胞増殖刺激作用が報告されているリン脂質である Lysophosphatidic acid (LPA) が腎尿細管
 上皮細胞の増殖に関与 しているのではないかと考え, 本研究を実施した。
 ヒ ト尿中より採取 した落下尿細管上皮細胞から分離培養 した近位尿細管上皮細胞を初代培養に
 供し実験に使用 した。 細胞周期の静止期に同調させた細胞を LPA を用いて刺激 し, 細胞増殖に
 対する促進作用を細胞数の計測と [3H] thymidine 取込みによる DNA 合成を指標と して定量
 し, 更に, この過程における phospha七idylinosito1 3-kinase (PI3K) の関与について, 増殖に
 関与することが予測される Gi 蛋白共役型受容体の関与, 刺激後に起こる細胞内 cAMP 含量の低
 下, およびヒ ト近位尿細管上皮細胞に発現が予測される LPA 受容体サブタイ プの解析をおこなっ
 た。
 その結果, 初代培養ヒト近位尿細管上皮細胞を LPA を用いて刺激したところ, LPA は DNA
 合成促進作用と細胞増殖促進作用を示 した。 細胞内 cAMP 含量は有意に低下 しており, また,
 増殖促進作用及び細胞内 cAMP 含量の低下のいずれも, Gi 蛋白阻害剤である PTX により有意
 に抑制された。 一方, PI3K 阻害剤である wortmannin は LPA の DNA 合成促進作用, 及び細
 胞内 cAMP 含量の低下のいずれをも抑制 しなかった。 更に, RT-PCR 法を用いてヒ ト近位尿細
 管上皮細胞における LPA 受容体のサブタイプを検討したところ, Endothelial differentiation
 gene (Edg)一2 の発現が大量に認められたが, Edg-4 の発現は痕跡程度しか認められず, 更に
 Edg-7 の発現は認められなかった。
 結果として, LPA は Gi 蛋白共役型受容体である LPA 受容体, Edg-2 を介して, 細胞内
 cAMP 含量を低下させることにより, ヒト近位尿細管上皮細胞に細胞増殖促進作用をもたらす
 ことが示され, その際に動員される細胞内情報伝達系は PI3K を介するものではない可能性が考
 え られた。
 本研究では, これまで不明であったヒ ト近位尿細管上皮細胞に対する増殖因子として, 障害を
 受けた細胞その もの が産生・放出する LPA というり ン脂質が関与 している可能性を示 した点で
 独創性があり, 医学博士の学位に値する。
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